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CORRELATION DU RATIO TAUX DE FUCOSE / TAUX DE GALACTOSE D'ANTICORPS ANTI RHESUS 
D ET ANTI HLA-DR AVEC L' ACTIVITE ADCC 

ANTICORPS PRESENT ANT UN TAUX 
DE FUCOSE ET DE GALACTOSE OPTIMISE 



10 



La presente invention se rapporte a des compositions d'anticorps monoclonaux ayant 
une forte activite ADCC et dont le ratio taux de fucose/taux de galactose des structures 
glycanniques presentes sur leurs sites de glycosylation de la region Fc, est inferieur ou 
egal a 0,6. L'invention porte egalement sur des compositions pharmaceutiques 
comprenant lesdits anticorps monoclonaux ayant une forte activite effectrice. 



L'immunotherapie passive, tres repandue, est fondee sur l'admmistration d'anticorps, 
en particulier d'immunoglobulines de type IgG, diriges contre une cellule ou une 
substance donnee. L'immunotherapie passive au moyen d'anticorps monoclonaux a 
donn6 des resultats encourageants. Toutefois, si l'utilisation d'anticorps monoclonaux 
15 possede plusieurs avantages, comme par exemple une assurance de securitd du produit 
quant a l'absence de contamination infectieuse, il peut en revanche s'averer difficile 
d'obtenir un anticorps monoclonal efficace. 

Les immunoglobulines de type G (IgG), sont des heterodimeres consumes de 2 chaines 
20 lourdes et de 2 chaines legeres, liees entre elles par des ponts disulfures. Chaque chaine 
est constituee, en position N^erminale, d'une partie variable specifique de l'antigene 
contre lequel l'anticorps est dirige, et en position C-terminale, d'une partie constante, 
mediatrice des proprietes effectrices de l'anticorps. 

25 L'association des parties variables et des domaines CH, et CL des chaines lourdes et 
legeres forme les parties Fab, qui sont connectees a la region Fc (partie constante de la 
chaine lourde) par une region d'une exceptionnelle flexibilite (region charniere) 
permettant ainsi a chaque Fab de se fixer a sa cible antig6nique tandis que la region Fc 
reste accessible aux molecules effectrices telles que les recepteurs FcyR et le Clq. 
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La region Fc est constituee de 2 domaines globulaires nommes CH 2 et CH 3 . Les 2 
chaines lourdes interagissent etroitement au niveau des domaines CH 3 tandis qu'au 
niveau des domaines CH 2 , la presence, sur chacune des 2 chaines, d'un ^glycanne 
5 biantenne de type lactosaminique, lie a l'Asn 297, contribue a un ecartement des 2 
domaines. 

De nombreuses etudes ont montre que la glycosylation de la region Fc est essentielle 
pour l'activite biologique des IgG, particulierement pour la lyse cellulaire mediee par 
10 le complement (CDC) et la cytotoxicity cellulaire dependante de l'anticorps (ADCC). 
Ainsi, il a ete demontre que les IgG aglycosylees, obtenues soit par mutagenese dirigee 
soit par culture des cellules produisant l'anticorps en presence de tunicamycine, 
perdent leur capacite a activer le complement et a fixer les recepteurs FcyR (Nose et 
Wigzell, 1983 ; Tao et Morrison, 1989). 

15 

Des etudes plus precises sur le r61e de chaque monosaccharide ont montre que 
l'attachement d'un residu de iV^acetylglucosamine (GlcNac) en position bissectrice 
conduit a ameliorer l'activite ADCC des IgG (Umana et a/., 1999 ; Davies, 2001). 
Par contre, l'effet de la presence ou non de residus de galactose dans l'oligosaccharide 
20 lie a 1' Asn297 est plus controverse. Si la presence de residus de galactose a ete decrite 
comme essentielle pour la fonction effectrice des IgG (Tsuchiya et a/., 1989 ; 
Furukawa et Kobata, 1991 ; Kumpel et al., 1994), d'autres auteurs ont montr6 que 
l'absence de r6sidus de galactose ne modifiait pas l'activite fonctionnelle des IgG 
(Boyd et gl., 1995 ; Wright et Morrison, 1998). 



25 



Dans la demande de brevet WO 01/77181, nous avons demontre que la glycosylation 
de la region Fc est essentielle pour l'activite biologique des IgG, particuUerement pour 
les activites CDC et ADCC. Nous montrons qu'un N-glycanne biantenne de type 
lactosaminique caracterise par des chaines courtes, une faible sialylation, une faible 
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fucosylation, des residus de mannose terminaux et/ou des residus de GlcNac terminaux 
non intercalaires est le denominates commun des structures glycanniques conferant 
une forte activity ADCC aux anticorps monoclonaux. Par la suite, notre decouverte a 
ete corroboree par les etudes de Shields et o/.(2002) et Shinkawa et gl. (2003). 

5 

Dans le cadre de la presente invention, nous avons observe que des anticorps 
polyclonaux anti-D therapeutiques (NATEAD, WinRbo) presented une activite ADCC 
tres forte compte tenu de leur forte teneur en fucose. 

10 Cette observation implique que le faible taux de fucose n'est pas en soi le seul facteur 
qui influence la capacite des anticorps a activer les recepteurs FcyR, et notamment le 
FcyRin. 

En etudiant le profil glycosidique complet des anticorps polyclonaux, nous avons 
15 decouvert une relation inverse entre le rapport [taux de fucose / taux de galactose] et 
l'activite effectrice des anticorps. 

En effet, si l'anticorps est fortement fucosyle, il faut qu'il soit fortement galactosyl 
pour avoir une activite effectrice optimale. A contrario, si l'anticorps est faiblement 
20 fucosyle, le taux de galactose present doit etre tel que le ratio taux de fucose / taux de 
galactose est inferieur a 0,6 mais preferentiellement inferieur a 0,5 ou meme inferieur a 
0,4 pour avoir une activite effectrice optimale. 

A la lumiere de ces resultats experimentaux, nous avons done mis en place un proced6 
25 de preparation d'anticorps presentant un ratio taux de fucose / taux de galactose 
optimise, ce qui permet l'obtention d'anticorps ayant une forte activite effectrice. En 
d'autres termes, nous proposons de nouveaux anticorps monoclonaux presentant une 
structure oligosaccharidique precise, notamment en ce qui conceme les residus de 
fucose et de galactose, conferant une forte activite effectrice. D'autre part, nous 
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proposons egalement des anticorps dont la structure glycannique ne permet pas 
l'activation de l'activite cytotoxique ainsi que les precedes permettant de les obtenir. 

Description 

5 

Ainsi, dans un premier aspect, l'invention se rapporte a un precede de preparation 
d'un anticorps monoclonal chimerique, humanise ou humain ayant une forte activite 
effectrice, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) production et purification d'anticorps monoclonaux obtenus a partir de 
10 differentes sources, notamment de cellules, plantes ou animaux non humains, 

eventuellement genetiquement modifies ou transformes, 

b) mesure du taux de fucose et du taux de galactose des structures glycanniques 
portees par les sites de glycosylation de la region Fc desdits anticorps, 

c) selection des anticorps dont le ratio taux de fucose / taux de galactose est 
1 5 inferieur ou egal a 0,6, preferentiellement a 0,5 ou a 0,4. 

On entend par « un anticorps monoclonal », une composition comprenant des anticorps 
monoclonaux ayant une structure primaire identique, excepte la faible proportion 
d'anticorps presentant des mutations survenues naturellement, une specificite identique 
20 et des modifications post-traductionnelles, notamment des modifications de la 
glycosylation, qui peuvent varier d'une molecule a l'autre. Aux fins de la presente 
invention, les expressions « anticorps monoclonal » ou « composition d'un anticorps 
monoclonal » sont synonymes. 

25 Les anticorps monoclonaux de l'invention peuvent etre prepares a l'aide de methodes 
conventionnelles, telles que la production d'hybridomes comme decrit par Kohler et 
Milstein (1975), l'immortafisation de lymphocytes B humains par le virus d'Epstein- 
Barr (EBV), ou plus recentes, comme la technologie du "phage display", l-utifisation de 
Ubrairie combinatoire d'anticorps humains ou d'animaux transgeniques, notamment la 
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souris Xenomouse® ; les anticorps monoclonaux peuvent egalement etre prepares par 
ingenerie moleculaire, notamment pour chimeriser ou humaniser les anticorps. 
Aux fins de l'invention, r analyse des glycannes pent etre effectaee par exemple par 
HPCE-LIF (High-Perfomiance Capillary Electrophoresis with Laser-Induced 
Fluorescence), ou grace a toute autre methode d'analyse des glycannes connue de 
rhomme du metier. 

Le procede selon l'invention permet l'obtention d'un anticorps monoclonal possedant 
une forte activite effectrice, et plus particufierement une forte activite fonctionnelle de 
type ADCC. A ce titre, on entend par activite effectrice les activites biologiques 
attribuables a la region Fc d'un anticorps. Des exemples de ces fonctions effectrices 
incluent, sans y etre limitees, l'activite ADCC (Antibody-Dependent Cell-mediated 
Cytotoxicity), l'activite CDC (Complement-Dependent Cytotoxicity), l'activite de 
phagocytose, l'activite d'endocytose ou encore l'induction de la secr6tion de cytokines. 



15 



Par « forte » activite effectrice on entend une activite effectrice au moins 20 fois, 50 
fois, 60 fois, 70 fois, 80 fois, ou 90 fois, et de preference jusqu'a 100 fois, ou de 
maniere preferentielle 500 fois superieure a l'activit6 effectrice d'anticorps de meme 
sp6cificite mais dont le ratio taux de fucose/taux de galactose est superieur a 0,6. 
20 De maniere preferentielle, le ratio taux de fucose/taux de galactose se sitae entre les 
valeurs 0,6 et 0,3, preferentiellement entre 0,5 et 0,35. En effet, au vu des 
experimentations menees dans le cadre de l'invention, il apparait qu'un ratio limite 
existe, c'est-a-dire un ratio taux de fucose/taux de galactose en dessous duquel 
l'activite fonctionnelle, notamment l'ADCC, n'augmente plus de maniere lineaire a la 
25 (lirninution du ratio. II est done particulierement avantageux de reafiser le procede 
selon l'invention de maniere a se sitaer entre ces limites. 

Par exemple, si le taux de fucose se sitae entre 35% et 45%, le taux de galatose pent 
etre compris entre 70 et 99%. Si le taux de fucose se sitae entre 20% et 35%, le taux 
de galatose est compris entre 55% et 70% ou meme entre 60% et 99%. 
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Aux fins de l'invention, la valeur du « ratio inferieur ou egal a 0,6 » s'entend aussi 
d'une valeur superieure a 0,6 de quelques centiemes d'unite, par exemple 4 a 5 
centiemes. 

5 

Dans un aspect particulier de l'invention, les anticorps obtenus par le procede selon 
l'invention sont produits dans des cellules modifiees genetiquement par introduction 
d'au moins un vecteur permettant l'expression des anticorps, ces cellules etant des 
cellules eucaryotes ou procaryotes, notamment des cellules de mammiferes, d'insectes, 
10 de plantes, de bacteries ou de levures. 

De maniere avantageuse, Panticorps obtenu est une immunoglobuline humaine de type 
IgG. 

15 De maniere particulierement avantageuse, ces cellules peuvent etre modifiees 
genetiquement par introduction d'au moins un vecteur permettant l'expression d'au 
moins un polypeptide possedant une activite glycosyltransferasique. 
Preferentiellement, cette activite glycosyltransferasique est une activite 
galactosyltransferasique, et notamment une activite beta(l,4)-galactosyltransferasique 

20 oubeta(l,3)-galactosyltransferasique. 

Aux fins de l'invention, on entend par « polypeptide possedant une activite 
galactosyltransferasique » tout polypeptide capable de catalyser l'addition d'un residu 
de galactose a partir de l'UDP-galactose vers le r6sidu de GlcNAc en position non 
25 reductrice d'un AT-glycanne. 

Aux fins de l'invention, on entend par « vecteur permettant l'expression d'un 
polypeptide possedant une activite beta(l,4)-galactosyltransferasique » tout vecteur 
comprenant un polynucleotide permettant l'expression d'un polypeptide capable de 
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synthetiser le motif disaccharidique Galbeta(l,4)-GlcNac, ce polynucleotide pouvant 
provenir d'especes comme l'homme, la souris, le hamster, la vache, le mouton, la 
chevre, le cochon, le cheval, le rat, le singe, le lapin, le poulet par exemple. De telles 
sequences, comme par exemple NM 001497, AB 024434, NM 003780, BC 053006, 
5 XM 242992, NM 177512, cette liste n'etant pas exhaustive, sont disponibles dans des 
banques de sequences nucleotidiques et/ou proteiques comme Genbank. 

Aux fins de l'invention, on entend par «vecteur permettant l'expression d'un 
polypeptide possedant une activity beta(l,3)-galactosyltran S ferasique» tout vecteur 

10 comprenant un polynucleotide permettant l'expression d'un polypeptide capable de 
synthetiser le motif disaccharidique Galbeta(l,3)-GlcNac, ce polynucleotide pouvant 
provenir d'especes comme l'homme, la souris, le hamster, la vache, le mouton, la 
chevre, le cochon, le cheval, le rat, le singe, le lapin, le poulet par exemple. 
Notamment, les sequences codant pour une beta(l,3)-galactosyltransferase provenant 

15 d'especes comme rhomme, la souris, le hamster, la vache, le mouton, la chevre, le 
cochon, le cheval, le rat, le singe, le lapin, le poulet par exemple sont particulierement 
adaptees. De telles sequences sont disponibles sur Genbank, comme par exemple 
NM020981, AB084170, AY043479, cette liste n'etant pas limitative. 

20 Par « site de glycosylate de la region Fc des anticorps » on entend generalement les 
deux r6sidus d'Asn297 selon la numerotation de Kabat (Kabat database, 
http://immuno.bme.nwu.edu), mais l'invention vise egalement les anticorps dont les 
sequences en acides amines ont ete modifiees. 

25 Dans un mode de realisation particulier de l'invention, les cellules possedent en outre 
une activite relative a la synthese et/ou au transport du GDP-fucose et/ou l'activite 
d'une enzyme impliquee dans l'addition de fucose a ^oligosaccharide du site de 
glycosylate des anticorps diminuee ou deletee. De maniere avantageuse, l'enzyme 
impUquee dans la synthese du GDP-fucose est la GMD (GDP-D-mannose 4,6- 

30 dehydratase), la Fx (GDP-keto-6-deoxymannose 3,5-epimerase, 4-reductase) ou la 



WO 2005/040221 PCT/FR2004/002686 

8 



GFPP (GDP-beta-I^fucose pyrophosphorylase), cette liste n'etant pas exhaustive. 
Avantageusement, l'enzyme impliquee dans 1' addition du fucose est une 
fucosyltransferase. La proline impliquee dans le transport du GDP-fucose peut 
avantageusement etre le GDP-fucose tansporter 1 humain. 

5 

Dans un mode de realisation particulier de l'invention, il est possible, si les taux de 
fucose et de galactose mesures a l'etape b) donnent un ratio superieur a 0,6, de d6- 
fucosyler et/ou d'ajouter des residus de galactose aux anticorps avant l'etape c), de 
maniere a ce que ledit ratio devienne inferieur a 0,6 mais preferentiellement inferieur a 
10 0,5 et meme a 0,4 afin d'augmenter l'activite fonctionnelle des anticorps. Cette de- 
fucosylation peut etre effectuee par l'addition d'une fucosidase dans le milieu 
contenant l'anticorps, qui peut Stre le milieu de conservation. L'ajout de residus de 
galactose peut etre effectue par tout moyen appropri6 y compris l'addition d'une 
galactosyltransferase dans le milieu contenant l'anticorps ou dans une solution 
1 5 contenant l'anticorps et un substrat donneur comme l'UDP-galactose, par exemple. 

De maniere avantageuse, les cellules utiUsees pour mettre en osuvre le procede selon 
l'invention proviennent de lignees cellulaires animales ou humaines, ces Ugnees 6tant 
selectionnees notamment parmi les lignees de myelomes de rat, notamment YB2/0 et 
20 IR983F, de myelome humain comme Namalwa ou toute autre cellule d'origine 
humaine comme PERC6, les lignees CHO, notamment CHO-K, CHO-LeclO, CHO- 
Lecl, CHO Pro-5, CHO dhfr-, CHO Lecl3, ou d'autres lignees choisies parmi Wil-2, 
Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7, 293-HEK, BHK, K6H6, NSO, SP2/0-Ag 14 et 
P3X63Ag8.653. 



25 



Avantageusement, l'anticorps est un anti- Rhesus D (anti-D), anti-CD, anti-tumeurs, 
anti-virus, anti-CD20 ou un anti-HLA-DR, plus particuherement parmi les anticorps du 
Tableau 0 ci-apres : 



30 
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Tableau 0 : 



Nom et marque 
commerciale de 
Tanticorps 

Edrecolomab 
PANOREX 
Rituximab 
RTTUXAN 



Trastuzumab 
HERCEPTIN 



Palivizumab 
SYKAGIS 

Alemtuzumab 
CAMPATH 



Societe 



cible 



indication 



Centocor antiEp-CAM cancer colorectal 



Idee 
Licensie a 
Genentech/ 
Hoffinan la roche 

Genentech anti HER2 

Licensie k Hoffinan 
la 

roche/Immunogen 

Medimmune 
Licensie a Abott 

BTG anti CD52 

Licensie a Schering 



anti CD20 B cell lymphoma 

thrombocytopenia purpura 



cancer ovanen 



RSV 



leukemia 



ibritumomab 
tiuxetan 
ZEVALIN 
Cetuxrmab 
MC-C225 



IDEC anti CD20 

Licensie a Schering 

Merck /BMS / anti EGFR 
hnclone 



NHL 



cancers 



Bevacizumab Genentech/ anti VEGFR 

A VASTIN Hoffinan la roche 



cancers 
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Epratuzumab 

HuM195Mab 

MDX-210 

BEC2 
Mitumomab 
Oregovomab 

OVAREX 
Ecromeximab 
KW-2971 
ABX-EGF 

MDX010 

XTL 002 

Hll SCFV 
4B5 
XTL 001 

MDX-070 

TNX-901 

IDEC-114 



Immumedics/ 

Amgen 
Protein Design 
Labs 
Immuno-Designed 
Mol6cules 
Imclone 

Altarex 



anti CD22 



Anti CD33 



ND 



antiGD3 



antiCA125 



cancers: 
lymphome non hogkinien 
cancers 

cancers 

cancers 

cancer ovarien 



Kyowa-Hakko anti GD3 melanome malin 



Abgenix 

Medarex 

XTL 
biopharmaceuticals 
viventia biotech 



EGF 
Anti CD4R 
ND 

. ND 



viventia biotech anti GD2 

XTL ND 
biopharmaceuticals 

MEDAREX Anti-PSMA 



TANOX 



IDEC 



antilgE 



cancers 
Cancers 
anti-viral : HCV 

cancers 
Cancers 
anti-viral : HBV 

cancer de la Prostate 

Allergies 



inhibition lymphome non-Hodgkinien 
ProteinC 



Cette liste n'est toutefois pas limitative. 
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Un deuxieme objet de l'invention est de fournir un precede pour augmenter l'activite 
effectrice, notamment l'activite ADCC, d'une composition de molecules 
immunologiquement fonctionnelles, comprenant 1' augmentation du taux de galactose 
et/ou la diminution du taux de fucose de la composition de molecules. 

5 

Par « molecules immunologiquement fonctionnelles » on entend designer des 
molecules capables de reagir a tout contact avec un immunogene quelconque en 
manifestant une capacit6 immunologique. Ces molecules peuveht presenter a l'etat 
natif une bonne activite effectrice, par exemple ADCC, ou une mauvaise activite 
10 effectrice. Elles possedent une region Fc comportant un site de glycosylation. 

A cet effet, ces motecules fonctionnellement immunplogiques sont preferentiellement 
des anticorps, avantageusement monoclonaux ou polyclonaux. 

Les mol6cules peuvent posseder a l'etat natif un fort taux de fucose. Plus 
particulierement, il est avantageux dans ce cas d'effectuer une augmentation du taux de 
1 5 galactose de ces molecules ou anticorps. 

Dans un mode de realisation de l'invention, la diminution du taux de fucose est 
realisee par une de-fucosylation des molecules de la composition par action d'une 
fucosidase. Cette de-fucosylation peut etre effectuee par une a\,6 fucosidase. Les 
20 fucosidases extraites de rein de bovin ou de Charonia lampas ont cette specificite. 

Dans un autre mode de realisation de l'invention, 1' augmentation du taux de galactose 
des molecules de la composition est due a une galactosylation de la composition par 
action d'une galactosyltransferase. 



25 



Dans un mode de r6alisation particulier de l'invention, on fait agir a la fois des 
enzymes permettant la de-fucosylation et des enzymes permettant la galactosylation. 
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De maniere alternative au traitement enzymatique, on peut purifier la composition de 
molecules irnmunologiquement fonctionnelles grace a une serie de chromatographies 
sur lectines qui enrichissent la composition en anticorps faiblement fucosyles et/ou en 
anticorps fortement galactosyles. 

5 

A titre d'exemple, la solution comprenant la composition de molecules 
irnmunologiquement fonctionnelles, qui sont de maniere avantageuse des anticorps, est 
passee sur une colonne de lectine (par exemple une colonne LA-LCA, ou LA- 
AAL,Shimadzu Corporation ) connectee a un systeme HPLC. La solution est separee 
10 en une fraction non-adsorbee et une fraction adsorbee. ). Une analyse des glycannes des 
fractions non-adsorbee et adsorbee est effectuee : les oligosaccharides, dives de la 
partie proteique par action enzymatique, sont marqu6s avec l'APTS et sont separes par 
HPCE-LEF et quantifies. . Les aires des pics sont calcules : les anticorps possedant des 
glycannes depourvus de fucose peuvent etre ainsi separes et selectionnes. On passe 
15 ensuite la fraction selectionnee (qui peut etre issue de la fraction non-adsorbee ou de la 
fraction adsorbee) soit sur une colonne hydrophobe de type Phenyl-5PW (preparee par 
Tosoh Corporation) soit sur une seconde colonne de lectine ( LA-RCA 120 ou LA- 
WGA, Seikagaku America). On peut ainsi selectionner de maniere precise les fractions 
dont le ratio taux de fucose/taux de galactose est inferieur ou egal a 0,6. 

20 

Un troisieme objet de l'invention est une cellule, de maniere pref6rentielle derivee de 
la Ugnee cellulaire YB2/0, dans laquelle au moins un vecteur codant pour une molecule 
d'anticorps est introduite, ladite cellule produisant un anticorps monoclonal possedant 
un ratio taux de fucose/taux de galactose des oUgosaccharides du site de glycosylation 
25 de la region Fc inferieur ou egal a 0,6. Preferentiellement, ce ratio est inferieur a 0,5 ou 
encore a 0,4. Dans un aspect prefere de l'invention, ce ratio est compris entre 0,6 et 
0,3. 

Dans un aspect prefer6 de l'invention, cette cellule est transfectee par un vecteur 
d'expression codant pour une galactosyltransferase, notamment pour une beta(l,4)- 
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gdactosyltransferase ou une beta(l,3)-galactosyltransf6rase. Avantageusement, cette 
cellule exprime ou sur-exprime une galactosyltransferase recombinante. 
La lignee YB2/0 exprime naturellement des galactosyltransferases de la famille des 
beta(l,4) et beta(l,3). Par ailleurs, cette lignee cellulaire est connue pour produire des 

5 anticorps possedant un faible taux de focose (WO 01/77181, LFB). Toutefois, la 
cellule selon l'invention a pour avantage de sur-exprimer la galactosyltransferase, ce 
qui a pour effet de faire varier le ratio taux de focose / taux de galactose des anticorps 
produits par la cellule modifiee par rapport aux anticorps produits par la Ugnee non 
modifiee. Par consequent, l'anticorps etant naturellement faiblement focosyle, une 

10 augmentation de son taux de galactose baisse encore son ratio taux de focose / taux de 
galactose, ce qui a pour effet d'optimiser encore son activite ADCC. 
De maniere avantageuse, la galactosyltransferase est cod6e par une sequence ayant 
pour origine l'homme, la souris, le hamster, la vache, le mouton, la chevre, le cochon, 
le cheval, le rat, le singe, le lapin ou le poulet, cette liste n'etant pas limitative. Plus 

15 particuHerement, la sequence codante est la sequence NM 001497, AB 024434, NM 
003780, BC 053006, XM 242992 ou NM 177512. 

Ainsi, l'invention se rapporte egalement a un procede de preparation d'anticorps 
monoclonal dont les structures glycanniques portees par le site de glycosylation de la 
20 region Fc possedent un ratio taux de focose/taux de galactose inferieur ou egal a 0,6, 
pr6ferentiellement inferieur a 0,5 ou encore a 0,4 comprenant la culture de la cellule 
precedemment decrite dans un milieu de culture et a des conditions permettant 
1' expression desdits vecteurs. 

25 Alternativement, on peut preparer des compositions d'anticorps telles que definies ci- 
dessus au moyen dune ou plusieurs etapes de chromatographie en utilisant toute 
molecule capable de pieger avec specified le focose, le galactose ou les 
ofigosaccharides les comprenant. A ce titre, on peut utiliser la separation sur lectine, 
comme illustr6e ci-avant. 
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De meme, l'invention se rapporte a des anticorps therapeutiques ayant une forte 
activite effectrice, susceptibles d'etre obtenus a partir des proc6des precedemment 
decrits, ou encore obtenus a partir des precedes d6crits, ces anticorps etant caracteris6s 
5 en ce qu'ils presentent sur leur site de glycosylation de la region Fc, des structures 
glycanniques possedant un ratio taux de fucose / taux de galactose inferieur a 0,6, 
preferentiellement inferieur a 0,5 ou encore a 0,4. 

De maniere particulierement avantageuse, il s'agit d'anticorps monoclonaux 
10 therapeutiques susceptibles d'etre obtenus a partir du procede precedent, lesdits 
anticorps presentant une activite ADCC renforcee, a titre d'exemple des anti-D 
monoclonaux presentant une activite ADCC egale ou superieure a celle des anticorps 
polyclonaux. Cette activite ADCC renforcee est au moins egale mais 
preferentiellement superieure a celle de l'anticorps therapeutique polyclonal ou 
1 5 monoclonal (de meme specificite) exprime dans une lignee CHO DG44 ou DxB 1 1 . 

Avantageusement, il peut s'agir d'IgG, par exemple des IgGl ou des IgG3, 
chimeriques, humanisees ou humaines ou d'IgG ayant une region Fc humaine. 
Preferentiellement, ces anticorps sont des IgG humaines ou toute molecule chimerique 
20 comportant une r6gion Fc humaine. 

Dans le mdme ordre d'idde, l'invention se rapporte a une composition pharmaceutique 
comprenant un anticorps precedemment d6crit. 

25 De meme, l'invention se rapporte a une composition pharmaceutique comprenant au 
moins 50%, preferentiellement 60%, 70%, 80% ou encore 90% ou 99% d'un anticorps 
monoclonal ou polyclonal dont les structures glycanniques portees par le site de 
glycosylation de la region Fc possedent un ratio taux de fucose / taux de galactose 
inferieur a 0,6 preferentiellement inferieur a 0,5 ou encore a 0,4. De maniere 
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preferentielle, le ratio se situe entre les valeurs 0,6 et 0,3, et plus particulierement entre 
0,5 et 0,35. 

Les compositions selon Invention component preferentiellement un anticorps dirig6 
contre un antigene normal non ubiquitaire, notamment un facteur Rhesus, comme le 
facteur Rhesus (D) du globule rouge humain, ou un antigene d'une cellule 
pathologique ou d'un organisme pathogene pourlTiomme, en particuher contre un 
antigene d'une cellule cancereuse. Les anticorps sont de plus preferentiellement des 
IgG. 

Un autre objet de Invention se rapporte a l'utilisation d'un anticorps selon l'invention 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement de Vano-immunisation, 
notamment la maladie hemolytique du nouveau-ne. 

15 Un autre objet de l'invention se rapporte a l'utilisation d'un anticorps selon l'invention 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement des maladies auto-immunes, 
des cancers et des infections par des agents pathogenes, notamment pour le traitement 
des maladies echappant a la reponse immune notamment choisie parmi le Syndrome de 
Sezary, les cancers solides, notamment dont les cibles antigeniques sont faiblement 
20 exprimees, notamment le cancer du sein, les pathologies liees a 1'environnement visant 
notamment les personnes exposees aux biphenyles polychlorines, les maladies 
infectieuses, notamment la tuberculose, le syndrome de la fatigue chronique (CFS), les 
infections parasitaires comme par exemple les schistosomules, et les infections virales. 

25 De plus, l'anticorps selon l'invention pent etre utilis6 pour la preparation d'un 
medicament destin6 au traitement des cancers des cellules HLA classe H positives 
comme les melanomes, les leucemies lymphoides aigues des cellules B et T, les 
leucemies myeloides chroniques et aigues , le lymphome de Burkitt, le lymphome de 
Hodgkin, les lymphomes des cellules T et les lymphomes non hodgkiniens. 

30 
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Les anticorps de l'invention peuvent etre selectionnes parmi les anticoips figurant dans 
le tableau 0. 

Avantageusement, l'anticorps est un anti-HLA-DR ou un anti-CD20. 

5 Dans un autre aspect de l'invention, l'anticorps selon l'invention est utilise pour la 
fabrication d'un medicament destine a induire l'expression d'au moins une cytokine 
choisie parmi IL-la, IL-lp\ IL-2, IL-3, EL-4, IL-5, IL-6, IL-12, EL- 18 , IL-21, TGFpi, 
TGFp2, TNFa, TNF0, IFNy, et E?10 par les cellules effectrices naturelles du systeme 
immunitaire, ledit medicament etant utile notamment pour le traitement du cancer et 

10 des infections virales, bacteriennes ou parasitaires. 

Dans un autre aspect particulier de l'invention, l'anticorps selon l'invention est utilise 
pour la fabrication d'un medicament destine au traitement de patients presentant un des 
polymorpbismes du CD16, en particulier V/F158 ou F/F158, notamment des patients 
15 se trouvant en echec therapeutique avec les anticorps actueUement disponibles ou 
subissant des effets secondaires indesirables. 

Dans un aspect supplemental, l'invention se rapporte egalement a un proced6 de 
preparation d'un anticorps monoclonal chimerique, humanis6 ou humain ayant une 
20 faible activit6 effectrice, notamment une faible activite fonctionnelle de type ADCC, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) production et purification d'anticorps monoclonaux obtenus a partir de 
differentes sources, notamment de cellules, plantes ou animaux non humains, 
eventuellement genetiquement modifies ou transformes, 
25 b) mesure du taux de focose et du taux de galactose des structures glycanniques 

port6es par le site de glycosylation de la region Fc desdits anticorps, 
c) selection des anticorps dont le ratio taux de fucose / taux de galactose est 
superieur a 0,6, preferentiellement superieur a 1,2. 
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A ce titre, les definitions de l'activite efFectrice d'un anticoxps monoclonal sont les 
memes que celles donnees precedemment. 

De plus, par « faible activity effectrice » on entend une activite effectrice au moins 20 
fois, 50 fois, 60 fois, 70 fois, 80 fois, ou 90 fois, et de preference jusqu' a 100 fois, ou 
5 de maniere preferentielle 500 fois inferieure a l'activite efFectrice, notamment a 
l'activite fonctionnelle de type ADCC d'anticorps de meme specificite mais dont le 
ratio taux de fucose/taux de galactose est inferieur a 0,6. 

Dans un aspect complementaire, l'invention vise done des anticorps ayant une faible 
activite ADCC, et les compositions les comprenant, caracterises en ce que leur site de 
10 glycosylation (Asn 297) de la region Fc presente un ratio taux de fucose / taux de 
galactose superieur a 1,2. 

Ces anticorps sont utiles pour preparer des medicaments pour traiter et/ou prevenir les 
maladies auto-immunes, notamment le purpura thrombopenique immunologique (PTI), 
15 les aUo-immunisations, le rejet de greffe, les allergies, l'astbme, les dermatites, les 
urticaires, les erythemes, et les maladies inflammatoires. 

Dans un aspect particulier de l'invention, les anticorps sont produits dans des cellules 
modifiees genetiquement par introduction d'au moins un vecteur permettant 
l'expression desdits anticorps, lesdites cellules etant des cellules eucaryotes ou 
20 procaryotes, notamment des cellules de mammiferes, d'insectes, de plantes, de 
bacteries ou de levures. 

Dans un mode de realisation de l'invention, les cellules sont modifiees genetiquement 
par introduction d'au moins un vecteur permettant l'expression d'au moins un 
polypeptide possedant une activite glycosyltransferase, preferentiellement une activite 
25 fucosyltransferase et notamment a 1 ,6-fucosyltransferase. 

Dans un autre mode de realisation de l'invention, les cellules possedent une activite 
' relative a la synthase et/ou au transport de l'UDP-galactose et/ou l'activite d'une 
enzyme impliquee dans l'addition de galactose a l'ofigosaccharide du site de 
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glycosylate des anticorps est diminuee ou deletee. Avantageusement, cette enzyme 
impliquee dans 1' addition de galactose est une 0 1,4-galactosyltransferase. 

Avantageusement, les cellules possedent a la fois une activite glycosyltransferasique, 
5 preferentiellement une activite mcosyltransferasique et une activite relative a la 
synthese et/ou au transport de l'UDP-galactose et/ou l'activite d'une enzyme impliquee 
dans l'addition de galactose a l'oligosaccharide du site de glycosylatioh des anticorps 
diminuee ou deletee. 

10 Dans un mode de realisation de l'invention, on peut prevoir que si a l'etape b), le ratio 
mesur6 est inferieur a 0,6, on fucosyle et/ou on enleve des residus de galactose audit 
anticorps avant l'etape c), de maniere a ce que le ratio taux de fucose/taux de galactose 
devienne superieiir a 0,6. 

Avantageusement, la d6-galactosylation est effectuee par l'addition d'une galactosidase 
1 5 dans le milieu contenant ranticorps. 

Avantageusement, l'ajout de residus de fucose est effectue par l'addition d'une 
fucosyltransferase dans le milieu contenant 1' anticorps. 

De maniere particulierement avantageuse, l'anticorps est une immunoglobuline 
humaine de type IgG. De maniere avantageuse, l'anticorps est dirig6 centre un CD, 
20 marqueur de differencial des cellules sanguines humaines ou centre un agent 
pathogene ou sa toxine listee comme etant particulierement dangereuse dans les cas de 
bioterrorisme, notamment Bacillus anthracis, Clostridium botulium, Yersinia pestis, 
Variola major, Francisella tularensis, Filoviruses, Arenaviruses, Brucella species, 
Clostridium perfringens, Salmonella, E.coli, Shigella, Coxiella burnetii, la toxine de 
25 ricin , Rickettsia, Viral encephalitis viruses, Vibrio cholerae ou Hantavirus . 

Un autre objet de l'invention se rapporte a un proced6 pour diminuer l'activite d'une 
position de molecules immunologiquement fonctionnelles, comprenant 
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l'augmentation du taux de fiicose et/ou la diminution du taux de galactose de ladite 
composition. 

Avantageusement, les molecules immunologiquement fonctionnelles sont des anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux. 
5 Dans un aspect particulier, l'augmentation du taux de fucose est due a une fucosylation 
de ladite composition par action d'une fucosyltransferase, preferentiellement d'une 
al ,6-fucosyltransferase. 

Dans un autre aspect particulier, la diminution du taux de galactose de ladite 
composition est due a une de-galactosylation de la composition par action d'une 
1 0 galactosidase, preferentiellement d'une ou plusieurs p-galactosidase. 

De maniere particulierement avantageuse, on effectue a la fois une fucosylation et une 
d6-galactosylation de cette composition. 

Ainsi, un objet de l'invention se rapporte a une composition d'anticorps susceptible 
15 d'etre obtenue a partir des procedes selon l'invention decrits ci-dessus, ou une 
composition d'anticorps obtenue a partir de l'un de ces procedes. 

Un objet supplementaire de l'invention est l'utilisation de cette composition 
d'anticorps pour la preparation d'un medicament destine au traitement et/ou a la 
20 prevention des maladies auto-immunes et notamment le PTI, de l'allo-immunisation, 
des rejets de greffe, des allergies, de l'astbme, des dermatites, des urticaires, des 
erythemes, ou des maladies inflammatoires, cette liste n'etant pas exhaustive. 

Enfin, l'invention se rapporte a un procede pour controler l'activite d'une composition 
25 de molecules immunologiquement fonctionnelles, comprenant la regulation du ratio 
taux de fucose / taux de galactose des oligosaccharides du site de glycosylation de la 
region Fc des anticorps . 

D'autres aspects et avantages de l'invention seront decrits dans les exemples qui 
suivent montrant la modulation de « l'effet fucose » par le galactose, qui doivent etre 
30 consideres comme illustratifs et ne limitent pas l'etendue de l'invention. 
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Description des figures 

5 Figure 1 : Structures glycanniques presentes sur le site de glycosylation de la region Fc 
de differents anticorps anti-Rh(D). 

Cette figure represente les pourcentages des differentes formes glycanniques portees 
par les residus Asn297 de 3 anticorps anti-Rh(D) : IgGl anti-D de WinRho 
(histogrammes noirs), anticorps -monoclonal EMAB2 (histogrammes blancs) et Anti- 
10 Dl (histogrammes hachur6s). 

Figure 2 : Droite de correlation entre le rapport taux de fucose / taux de galactose et 
l'activite ADCC des anticorps anti-Rh(D). 

15 Figure 3 : Effet du taux de galactose sur l'activite ADCC des anticorps polyclonaux 
anti-Rh(D). 

Cette figure represente le pourcentage de lyse des hematics Rh(D+) induite par les 
anticorps polyclonaux anti-Rh(D) degalactosyles (Degal.) ounon (Temoin) en presence 
d'IgG polyvalentes (Tegeline, LFB) a la concentration de 0,5 et 2,5 mg/ml. 

20 

Figure 4 : Activation CD16 des anticorps monoclonaux anti-Rh(D) degalactosyles. 
Cette figure represente le % d'activation CD16 induit par la presence des anticorps 
monocloaux anti-Rh(D) EMAB2 et HH01, degalactosyles (histogrammes blancs) ou 
non (Temoin, histogrammes noirs). 

25 

Figure 5 : Activation CD16 des anticorps monoclonaux anti-Rh(D) galactosyles. 
Cette figure represente l'activation CD16 induite par les anticorps monoclonaux anti- 
Rh(D), EMAB2 et EMAB3, avant (Temoin, histogrammes noirs) et apres 
galactosylation in vitro par la pi ,4-gdactosyltransferase bovine (histogrammes blancs). 
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Figure 6 : Courbes de clairance des hematies radiomarquees, sensibilisees ou non par 
des anticorps anti-Rh(D). 

Cette figure represente le suivi de la radioactivite, exprimee en %, contenu dans le sang 
de volontaires auxquels ont et6 reinjectees un volume d'hematies radiomarquees au 
5 Cr sl soit non sensibilisdes (♦, O) soit sensibilisees par la preparation therapeutique 
d' anticorps polyclonaux Rhophylac™ (.) ou par -1' anticorps monoclonal EMAB2 (■, 
A). L' anticorps EMAB2 a ete teste chez 3 volontaires (008, 009 et 010). 

Figure 7 : Effet de la degalactosylation des anticorps monoclonaux anti-HLA DR 
10 exprimes dans les lignees cellulaires YB2/0 et CHO-DG44 sur l'activation CD16. 

Cette figure represente la quantite, exprimee en pg/ml, d'Il-2 secretee par les cellules 
Jurkat CD16 dont le recepteur CD16 a et6 active, en presence de cellules Raji portant 
sur leur membrane des molecules de HLA DR, par des anticorps chimeriques anti-HLA 
DR, natifs (traits pleins) ou degalactosyles (traits pointilles). 
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Exemples 

Exemple 1. Correlation entre le rapport taux de fucose/taux de galactose et 
Tactivite ADCC d'une cohorte d'anticorps anti- Rh(D). 



Nous avons procede a la mesure du taux de fucose, puis du taux de galactose de divers 
anticorps monoclonaux et polyclonaux diriges contre l'antigene Rhesus (Rb) (D). Nous 
en avons deduit le rapport entre les deux, et mesure l'activite ADCC relative a cbaque 
25 anticorps. 

1. Production des anticorps monoclonaux anti-Rh(D) 
Les anticorps monoclonaux sont issus de la transformation par EBV, de lymphocytes B 
d'un donneur humain Rh(D) negatif, immunise avec des hematies portant l'antigene 
30 Rh(D). De cette transformation ont et6 selectionnes 2 clones: 

1) l'un des clones a ete fusionne avec rheteromyelome homme/souris K6H6-B5 ; 
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de cette fusion a 6te selectionne le clone HH01 . 
2) a partir de l'autre clone, ont ete extraits les ARN codant l'anticorps anti-Rli(D) 
pour la preparation d'un vecteur d'expression de la chaine lourde et de la 
chaine legere de l'anticorps. 
5 Ce vecteur d'expression a ete utilise pour transferer, d'une part la lignee cellulaire 
YB2/0 dormant naissance aux anticorps EMAB1, EMAB2, EMAB3 et EMAB4 et, 
d'autre part, les lignees CHO suivantes : DG44, Kl et Lecl3 qui synthetisent les 
anticorps Anti-Dl, Anti-D2 et Anti-D3, respectivement. 

I o 2. Purification des anticorps polyclonaux. 

Les anticorps polyclonaux anti-Rh(D) ont ete immunopurifies a partir d'un produit 
therapeutique, WinRho (Cangene), par selection positive sur hematies Rh(D+) puis par 
selection negative sur hematies RnD(-) ; enfin, une etape de chromatographic d'affinite 
utilisant le gel de Sepharose-proteine A a permis d'une part d'eliminer les 

15 containinants recuper6s au cours de l'inimunopurification sur hematies et, d'autre part, 
de separer les IgGl des IgG3, etant donne que seules les IgGl ont ete utilisees dans les 
essais suivants. 

3. Analyse des glycannes par HPCE-LIF 
20 Les anticorps monoclonaux et polyclonaux anti-Rh(D) sont dessales sur une colonne 
de Sephadex G-25 (HiTrap Desalting, Amersham Biosciences), s6ches par evaporation 
et remis en suspension dans le tampon d'hydrolyse de la PNGase F (Glyko) en 
presence de 50 roM |3-mercaptoethanol. Apres 16 h d'incubation a 37°C, la partie 
proteique est precipitee par l'ajout d'ethanol absblu et le surnageant, qui contient les 
25 N-glycannes, est seche par evaporation. Les ohgosaccharides ainsi obtenus sont soit 
marques directement par un fluorochrome, l'APTS (l-amino-pyrene-3,6,8-trisulfonate) 
soit soumis a Faction d'exoglycosidases specifiques avant marqukge par l'APTS. Puis 
les ohgosaccharides marques sont injectes sur un capillaire i^-CHO et separes et 
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quantifies par electrophorese capillaire a detection de fluorescence induite par laser 
(HPCE-LIF). 

devaluation du taux de fucose est realisee soit par l'addition des formes fucosylees 
5 isolees, soit plus specifiquement apres action simultanee de la neuraminidase, la B- 
galactosidase et la W-acetymexosaminidase, permettant d'obtenir, sur 
l'61ectrophoregramme, 2 pics correspondant au pentasaccharide [GlcNac2-Man3] 
fucosyle ou non. 

10 Le taux de fucose, exprime en %, est calcule en utilisant la formule suivante : 

[GlcNac2-Man3] fucosyle x 100 



Taux de fucose = [GlcNac2-Man3+ GlcNac2-Man3 
fucosyle] 

Le taux de galactose, exprime en %, est calcule en additionnant les pourcentages des 
formes oligosaccharidiques contenant du galactose en position terminale. La formule 

utilisee est la suivante : 
15 Taux de galactose = [(G1+G1B+G1F+G1FB) + 2x(G2+G2F+G2B+G2FB)] 

Le rapport taux de fucose/taux de galactose est obtenu en divisant le taux de fucose par 
le taux de galactose, les taux etant calcines comme decrit ci-dessus. 

4. Activite fonctionnelle des anticorps : ADCC 
20 La technique ADCC (Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity) permet 
d'evaluer la capacite des anticorps a induire la lyse des hematies Rh(D+), en presence 
de cellules effectrices (cellules mononuclees ou lymphocytes). 

Brievement, les hematies d'un concentre globulaire RhD(+) sont traitees a la papaine 
(lmg/ml, 10 min a 37°C) puis lavees en NaCl 0,9%. Les cellules effectrices sont 
25 isolees a partir d'un pool d'au moins 3 buffy-coat, par centrifugation sur Ficoll 
(Amersham), suivi d'une etape d'adherence en presence de 25% de SVF, de facon a 
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obtenir un ratio lymphocytes/monocytes de l'ordre de 9. Dans une plaque de 
microtitration (96 puits) on depose par puits : 100 ul d'une dilution d'anticorps anti- 
Rh(D) purine (de 9,3 al50 ng/ml), 25 ul d'hematies papalnees Rh(D+) (soit 1.10 6 ), 25 
Hi de cellules effectrices (soit 2.10 6 ) et 50 ul d'IgG polyvalentes (T6geline, LFB) aux 
concentrations usuelles de 2 et 10 mg/ml. Les dilutions sont faites en IMDM 0,25% de 
serum de veau fetal (SVF). Apres une nuit d'incubation 1 nuit a 37°C, les plaques sont 
centrifugees, puis" l'hemoglobine liberee dans le surnageant est mesuree par 
l'intermediaire de son activite peroxydasique en presence d'un substrat 
chromogenique, le 2,7-(ttaminofluorene (DAF). Les resultats sont exprimes en 
pourcentage de lyse, 100% correspondant a la lyse totale des hematies en NH4CI 
(temoin 100%) et 0% au melange reactionnel sans anticorps (temoin 0%). La lyse 
specifique est calculee en pourcentage selon la formule suivante : 



(DO ^hantil lon -DO temoin 0%^ X100 = % ADCC 
DO temoin 100% - DO temoin 0% 
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L' analyse, par HPCE-LIF, des oUgosaccharides portes par le site de glycosylation de la 
region Fc des IgGl anti-Rh(D) a ete realisee. 



TABLEAU I 



* Anti-D polyclonaux immunopurifies 



NomAnticoips 


. Taux de 
fucose (%) 


Tauxde 
Galactose 
(%) 


Ratio 
Fucose/ 
Galactose 


ADCC 
(%) 


EMAB1 


42,3 


75,3 


0,56 


85 


EMAB2 


25,6 


72,9 


0,35 


100 


EMAB3 


82,1 


56,1 


1,46 


25 


EMAB4 


40 


60,6 


0,66 


73 


HH01 


38,1 


79,3 


0,48 


89 


Anti-D WinRho* 


76,1 


120 


0,63 


70 


Anti-D 1 


100 


88,8 


1,13 


0 


Anti-D2 
Anti-D3 


95,7 


71,8 


1,33 


0 


24,3 


58,4 


0,42 


70 
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Les valeurs des ratios [taux de fucose/taux de galactose] et des pourcentages d'ADCC, 
contenus dans' le tableau L sont reportees respectivement en abscisse et en ordonnee de 
la Fig.2. Le coefficient de correlation.de la droite de regression lineaire tracee est egal a 
0,92. 

Ainsi, il existe une correlation entre le ratio [taux de fiicose / taux de galactose] et 
l'activite ADCC des anticorps anti-Rh(D) monoclonaux et polyclonaux. Les anticorps 
qui ont une activity ADCC importante presentent un ratio taux de fucose / taux de 
galactose inferieur a 0,6. 

EXEMPLE 2. Comparaison de l'activite ADCC des anticorps polyclonaux anti- 
RJa(D) avant et apres degalactosylation 



1. Degalactosylation des anticorps polyclonaux anti-Rh(D). 
Les anticorps polyclonaux immunopurifies sont dialyses centre le tampon d'hydrolyse 

15 (Acetate de sodium 50 mM, pH 5,5 contenant 4 mM chlorure de calcium). Les 
anticorps sont desialyles et degalactosyles par incubation en presence de 5 mU de 
neuraminidase (EC 3.2.1.18) de Vibrio cholerae (Calbiochem) et 9 mU de p- 
galactosidase (EC 3.2.1.23) produite par E.coli (Roche). Le contrdle, designe sous le 
nom de «temoin», est constitue de la meme preparation d'anticorps traite comme 

20 indique ci-dessus mais en absence de neuraminidase et de p-galactosidase. Apres 24h 
d'incubation a 37 °C, les anticorps sont stockes a 4°C. 

Les anticorps g6neres dans cet exemple sont separes en deux fractions ; l'une des 
fractions est utilisee pour l'analyse glycannique.et l'autre fraction est r6servee a la 
mesure de l'activite ADCC. 

25 

2. Analyse des glycannes par HPCE-LIF 
La procedure consiste en un dessalage sur colonne de Sephadex-G25 de la fraction d' 
anticorps polyclonaux anti-Rb(D) degalactosyles afin d'eliminer les sels mais aussi les 
oses Ubres qui pourraient etre presents dans la preparation. Apres denaturation et 
30 reduction des anticorps, les glycannes sont liberes par action de l'endoglycosidase 
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PNGase F (Glyko) . Apres 16 h d'incubation a 37°C, la partie proteique est precipitee 
par l'ajout d'ethanol absolu et le surnageant, qui contient les 7V-glycannes, est seche par 
evaporation. Pour evaluer les taux de galactose et de fucose contenus dans les 
oligosaccharides ainsi obtenus, l'echantillon est soumis a Taction simultanee de 
5 sialidase et de fucosidase ou de sialidase, p.galactosidase et JV-acetymexosaminidase, 
respectivement, avant marquage par l'APTS. Puis les ongosaccharides marques sont 
injectes sur un capillaire N-CHO et separes et quantifies par electrophorese capillaire a 
detection de fluorescence induite par laser (HPCE-LIF). 

I o 3 . Mesure de l'activite ADCC. 

La mesure de l'activite ADCC des anticorps polyclonaux avant et apres traitement par 
la p-galactosidase est realisee selon la methode decrite dans l'exemple 1. 

Ainsi, apres action de la p-galactosidase, les glycannes de la region Fc des anticorps 
15 polyclonaux anti-Rb(D) presentent un taux de galactose residuel de 17,7 % et un taux 
de fucose egal a 68,5%. Le ratio taux de fucose / taux de galactose des anticorps 
polyclonaux degalactosyles est done 6gal a 3,8. 

La presence, dans le test ADCC, d'IgG polyvalentes comme Tegeline dans l'exemple 
20 present, bloque les recepteurs de haute affinite (e'est-a-dire FcyRI ou CD64), rendant 
ainsi la lyse des hematies Rh(D+) plus specifique de l'interaction des anticorps anti- 
Rh(D) avec les recepteurs FcyRin presents sur les cellules effectrices. 
Les resultats presents Fig. 3 montrent d'une part que l'activit6 ADCC des anticorps 
polyclonaux anti-Rh(D) est dose dependante et d'autre part, que 1' augmentation de la 
25 quantity d'IgG polyvalentes dans le melange reactionnel provoque une diminution de 
l'activite lytique des anticorps polyclonaux. De plus, les anticorps polyclonaux 
d6galactosyles ont une activite ADCC diminuee par rapport aux anticorps temoins. 
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TABLEAU E. 



10 



Anticorps polyclonaux 
degalactosyles (ng/ml) 


Activite ADCC (%) 


Tegeline 0,5 mg/ml 


T6geline 2,5mg/ml 


75 


1 72 


42 


37,5 


65. • 


46 


18,75 


47 


40 


9,4 


23 


0 



Le pourcentage d'activit6 ADCC des anticorps polyclonaux anti-Rh(D) degalactosyles 
par rapport aux anticorps temoins, c'est-a-dire ayant subi la meme incubation mais en 
absence de neuraminidase et de p-galactosidase, sont presentes dans le tableau n. 
Ainsi, la dirninution de l'activite ADCC des anticorps polyclonaux degalactosyles par 
rapport aux anticorps temoins est d'autant plus importante que la quantit6 d'anticorps 
est faible. De plus, la diminution d'activite des anticorps polyclonaux degalactosyles 
est plus importante en presence d'une concentration dTgG polyvalentes de 2,5 mg/ml. 

Exemple 3. Mesure de l'activation du recepteur CD16 induite par les anticorps 
monoclonaux anti-Rh(D) degalactosyles 



15 



20 



l.Degalactosylation des anticorps monoclonaux anti-Rh(D) 
Les anticorps sont dialyses centre le tampon d'hydrolyse (Acetate de sodium 50 mM, 
P H 5.5 contenant 4 mM chlorure de calcium). Les anticorps sont desialyl6s et 
degalactosyles par une incubation en presence de 5 mU de neuraminidase (EC 
3.2.1.18) de Vibrio cholerae (Caibiochem) et 9 mU de p-galactosidase (EC 3.2.1.23) 
produite par E.coli (Roche). Le controle, designe sous le nom de «temoin», est 
constitue de la meme preparation d'anticorps traitee comme indiqu6 ci-dessus mais en 
absence de neuraminidase et de p-galactosidase. Apres 24h d'incubation a 37°C, les 
anticorps sont stockes a 4°C. 
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Les anticorps generes dans cet exemple sont separes en deux fractions ; l'une des 
fractions est utilisee pour r analyse glycannique et l'autre fraction est reservee a la 
mesure de l'activite fonctionnelle. 



10 



15 



20 



2. Mesure de l'activation du recepteur CD16 
Le test d'activation des cellules Jurkat CD16 mesure la secretion de l'interleukine-2 
(IL-2) induite par la fixation du Fc des anticorps sur le CD16 (FcyRJJIA) apres tiaison 
du Fab a son antigene, present sur la cellule cible. Le taux d'IL-2 secrete par les 
cellules Jurkat CD16 est proportionnel a l'activation du recepteur CD16. 
Dans une plaque de microtitration de 96 puits, on depose successivement 50 ul de 
dilutions d'anticorps, 50 ul d'une suspension d'hematies a 6.10 5 /ml, 50 ul d'une 
suspension de cellules Jurkat CD16 a 1.10 6 /ml et 50 ul d'une solution de PMA a 40 
ng/ml. Toutes les dilutions out ete realisees en milieu de culture IMDM contenant 5% 
SVF. 

Apres 16 heures d'incubation a 37°C et 7% de C02, la plaque de microtitration est 
centrifugee et la quantite d'IL-2 contenue dans le surnageant est dosee par un kit 
commercial (Duoset, R&D). Les taux d'TL-2 secretee sont exprimes en pg/ml. 
Les resultats sont exprimes en pourcentage d'activation CD16, le taux d'JL-2 s6cret6e 
en presence de 1' anticorps monoclonal temoin etant considere egal a 100%. 

Les resultats d'analyse des glycannes reatisee par HPCE-LJF comme decrit dans 
l'exemple 2, sont reunis dans le tableau TJI. 



TABLEAU IE 



Anticorps 
Glycanne&\^^ 


EMAB2 


HH01 


Temoin 


D6galactosyl6 


T6moin 


D6galactosyle 


Fucose (%) 


25,6 


26,8 


38,1 


41,9 


Galactose (%) 


72,9 


0 


79,3 


17,3 


Ratio Fuc/Gal 


0,35 


N.A. 


0,48 


2,42 
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Ainsi, il apparait que l'anticoips monoclonal EMAB2 est totalement degalactosyle 
alors que l'anticorps HH01 contient encore 17,3 % de formes monogalactosylees. 
Apres action de la p-galactosidase, le ratio taux de fucose / taux de galactose des 
5 anticorps EMAB2 et HH01 devient done tres superieur a 0,6. 

Les anticorps monoclonaux anti-Rli(D) degalactosytes presentent une activation CD16 
tres diminuee par rapport aux anticorps temoins (Fig. 4). Ainsi les anticorps 
monoclonaux EMAB2 et HH01 presentent me diminution de leur capacite a induire 
1 0 l'activation du CD 1 6 de 52 et 47 %, respectivement. 

Exemple 4. Mesure de l'activation CD16 induite par des anticorps monoclonaux 
anti-Rh(D) galactosyles 

15 1 .Galactosylation des anticorps. 

Les anticorps sont dialyses contre du tampon HEPES 50 mM, pH 7.20. Le melange 
reactionnel est constitue de la solution d' anticorps monoclonal a laquelle sont ajoutes 
10 mM MnC12, 20 mM UDP-galactose et 40 mU de pi,4-galactosyltransferase bovine 
(Calbiochem). Apres incubation a 37°C pendant 24 heures, les tubes sont conserves k 

20 4°Cavant utilisation. 

Le contrSle est constitue du meme anticorps incube dans les memes conditions excepte 
Tabsence d' UDP-Gal dans le milieu reactionnel. 

Les anticorps generes dans cet exemple sont separes en deux fractions ; l'une des 
fractions est utilisee pour l'analyse glycannique et l'autre fraction est reservee a la 
25 mesure de 1' activit6 ADCC. 

2. Dosage du galactose par ELISA lectine 
De part leur specificite de reconnaissance, les lectines ont ete utUisees dans de 
nombreuses appHcations de biologie et de medecine et notamment dans l'analyse des 
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glycannes par technique ELISA. La lectine RCA1, qui reconnait le galactose lie en 
PI ,4, a ete utilisee pour doser le galactose present dans les N-glycannes des anticorps. 

Les anticorps monoclonaux sont immobilises dans les puits d'une plaque de 
5 microtitration. Apres 20 minutes de chauffage a 100°C pour denaturer les molecules 
d'IgG afin de rendre les N-glycannes de la region Fc accessibles, les puits sont incubes 
2 h. a temperautre ambiante et sous agitation douce en presence d'une solution de 
RCA! biotinylee (Vector). Apres lavage pour eliminer la lectine n'ayant pas r6agi, la 
streptavidine-peroxidase est ajoutee dans chaque puits, incubee 1 h et la lectine fixee 
10 est mesuree a 492 nm apres addition d'O-phenylenediamine. 

Parallelement, la quantite d'anticorps fixee dans les puits de la plaque de microtitration 
est mesuree par un anticorps anti-IgG humaine marquee a la peroxidase. 
Puis la quantite de lectine fixee est corrigee par la quantit6 d'anticorps fixe dans les 
puits de microtitration. 



15 



3. Mesure de l'activation du recepteur CD16 
Les conditions operatoires utilisees pour mesurer l'activation du recepteur CD16 des 
anticorps monoclonaux galactosyl sont identiques a celles decrites ci-dessus. 

20 Les anticorps monoclonaux decrits dans l'exemple present sont des anticorps anti- 
Rh(D) ayant la meme sequence primaire et produits par la cellule YB2/0. lis different 
par leur activite fonctionnelle, en liaison avec leur taux de fucosylation en al,6 qui est 
de 25% pour EMAB2 et 53% pour EMAB3. 

Apres action in vitro de la p-l,4-galactosyltransferase, 1'activation CD16 induite par 
25 les anticorps monoclonaux EMAB2 et EMAB3 est augmentee de 10 et 54%, 
respectivement (Fig. 5). Ainsi, l'augmentation de la galactosylation de l'anticorps 
EMAB2, qui a l'origine possede une tres bonne activite effectrice, n'induit qu'une tres 
faible amelioration de l'activation CD16 tandis que l'augmentation de la 
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galactosylation de l'anticorps EMAB3, fortement facosyle, se traduit par une 
amelioration tres significative de 1' activity CD16. 



5 EXEMPLE 5 : Etude de la clairance des hematies sensibilisees par l'anticorps 
monoclonal anti-Rh(D) EMAB2. 

L'anticoips monoclonal anti-Rh(D) EMAB2 a ete evalue dans un essai clinique de 
phase I afin de comparer la clairance des hematies sensibilisees par cet anticorps avec 
10 celle des hematies sensibilisees par Rhophylac™, preparation therapeutique 
d' anticorps polyclonaux anti-Rh(D) utilisee en clinique. 

Les hematies de volontaires sains sont marquees ex-vivo au chrome 51 ( 51 Cr) et 
sensibilisees, c'est-a-dire incubees, en presence d'anticorps anti-Rh(D), EMAB2 ou 
Rhophylac™, pour obtenir un niveau de saturation de 25% des sites antigeniques avant 

15 d' etre re-injectees aux volontaires. 

La disparition dans la circulation sanguine des hematies marquees au 51 Cr a ete suivie 
par mesure de la radioactivite au compteur gamma sur des prelevements sanguins 
realises a 3, 15, 30 minutes et 1, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 48, 72, 96 heures apres la transfusion 
des hematies marquees et sensibilisees. L'echantillon de sang prdleve a 3 minutes apres 

20 la transfusion des hematies represente le 1 00% de survie des globules rouges. 

Les resultats pr6sentes a la figure 6 montrent qu'en absence de sensibiUsation des 
hematies radiomarquees par un anticorps, la diminution de la radioactivite mesuree sur 
une periode superieure a 100 h, est inferieure a 20%. Par contre, lorsque les hematies 
25 sont sensibilisees par une preparation therapeutique d'anticorps polyclonaux ou par 
l'anticorps monoclonal EMAB2, la radioactivite sanguine decroit rapidement ; dix 
heures apres l'injection, il reste moins de 10% de la radioactivite injectee. Ainsi, la 
courbe de disparition des hematies sensibilisees par l'anticorps monoclonal EMAB2 a 
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un profil similaire a celle des hematies sensibilisees par la preparation therapeutique 
d'anticorps polyclonaux Rhophylac™. 

L'anticorps mon6clonal EMAB2 dont le rapport taux de fucose / taux de galactose est 
egal a 0,4, possede une activity in vivo, vis a vis de la clairance des hematies Rh(D+) 
5 pre-sensibilisees, au moins comparable a celle d'une preparation d' anticorps 
polyclonaux therapeutique. 

Des etudes cliniques realisees dans les memes conditions mais avec un autre anticorps 
monoclonal, appele MonoD, avaient donne des resultats tres differents ; a 25% de 
saturation des site antigeniques membranaire, la clairance induite par MonoD n'etait 

10 que partielle. L'analyse glycannique de l'anticorps MonoD avait revele la presence 
d'un taux de fucose de 80% et de galactose de 86%, soit un ratio egal a 0,93. 
La comparaison de ces resultats cliniques montre done que les anticorps monoclonaux 
anti-D, ayant un ratio taux de fucose / taux de galactose inferieur ou egal 0,6, 
presentent une efficacit6 sur la clairance des hematies superieure k celle des anticorps 

1 5 dont le ratio est proche de 1 . 



Exemple 6 : Modification du taux de galactose d'un anticorps monoclonal anti- 
HLA DR exprime par les lignees ceUulaires CHO et YB2/0 

20 

1. Production de l'anticorps monoclonal anti-HLA DR 
1.1. Construction des vecteurs d' expression 
L'anticorps anti-HLA DR utilise dans cette etude provient de la chimerisation de 
l'anticorps de souris, d'isotype IgG2a, exprime par l'hybridome Lym-1 (ATCC Hb- 
25 8612). 

L'ARN extrait de l'hybridome producteur de l'anticorps murin a 6te converti en 
cDNA. La region VK murine a ete ampUfiee a l'aide des amorces K-Lym-Notl et K- 
Lym-Dra3 puis clonee dans le vecteur de chimerisation CK-Hu, prealablement digere 
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par Notl et Dra3, qui contient la sequence CK d'un anticoips anti-D humain et le gene 
de selection DHFR. 

La r6gion VH murine a ete amplifiee a l'aide des amorces H-Lym-Not 1 et H-Lym-Apa 
1 puis clonee dans le vecteur de chimerisation Gl-Hu, prealablement diger6 par Not 1 
5 et Apa 1, qui contient la sequence Gl d'unanticorps anti-D humain et le gene de 
selection NEO. 

Le promoteur hEF-la et la region 5'UTR du gene hEF-la, contenant l'exon 1 non 
codant et le premier intron, a ete isole a partir du plasmide commercial pEF/Bsd 
10 (Invitrogen) par double digestion Nhe I et Acc 65 I. Parallelement, le promoteur RSV, 
pr6sent dans les vecteurs d' expression decrits ci-dessus, a ete delete par double 
digestion Bgl H et Spe I puis remplace par le fragment Nhe I- Acc65 1. 

1 .2. Obtention de lignees productrices stables 
15 Le S vecteurs d'expression pEF-Lym-dhfr-K-10 et pEF-Lym-neo-H-12 codant, 
respectivement, pour la chaine legere et la chaine lourde de l'anticorps chimerique 
anti-HLA DR, ont ete utilises pour co-transfecter, par electroportation, les lignees 
CHO-DXB11 (ATCCn°CRL-11397) et YB2/0 (ATCC n°CRL-1662). 
Apres transfection, les cellules en culture ont ete soumises a une double pression de 
20 selection comprenant d'une part, la deletion en nucleosides du milieu de culture et 
d' autre part l'addition de G418. Les transformants resistant a cette double pression de 
selection ont ensuite ete clones par dilution limite. 

Les 2 clones selectionnes sont YB2/0-DR-4B7 pour la lignee cellulaire d'expression 
YB2/0 et DXB1 1-DR-22A10 pour la lignee cellulaire d'expression CHO-DXB1 1 . 

25 

1.3. Production et purification de l'anticorps chimerique anti- 
HLA DR- 

Le clone YB2/0-DR-4B7 a ete cultiv6 dans un cytoculteur de 10 litres (Biolafitte) en 
milieu EM-SF1.1, miheu de base EMS supplement par Insuline (lug/ml), Citrate de 
30 fer ( 50 ug/ml), HEPES (4 mg/ml) et Pluronic F68 ( 0,5 mg/ml). 
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Le clone DXB11-DR-22A10 a ete cultive en cytoculteur de 10 Htres (Biolafitte) en 
milieu CHO SFM4 utility (Perbio) supplements par 2% d'hypoxantnine. 
Lorsque la viabilite cellulaire est inferieure a 50 %, les milieux de culture sont 
collectes, centrifuges pour elirniner les cellules et les anticorps chimeriques contenus 
5 dans les sumageants sont purifies par chromatographic d'affinite sur Sepharose- 
proteine A. 

2. Degalactosylation 

Les anticorps chimeriques anti-HLA DR ont ete dialys6s contre un tampon Acetate de 
1 0 sodium 50 mM, pH 5,50 contenant 4 mM CaC12. Les anticorps sont degalactosyles par 
incubation en presence de 5 mU de neurarninidase (EC 3.2.1.18) de Vibrio cholerae 
(Calbiochem)et 9 mU de p-galactosidase (EC 3.2.1.23) produite par E .coli (Roche). 
Le contrdle est consume du meme anticorps traite comme indique ci-dessus mais en 
absence de neuraminidase et de p-galactosidase. Apres 24h d'incubation a 37°C, les 
1 5 anticorps sont stockSs a 4°C. 

Les anticorps generes dans cet exemple sont separ6s en deux fractions ; l'une des 
fractions est utilisee pour l'analyse glycannique et l'autre fraction est reservee a la 
mesure de 1' activite fonctionnelle. 

20 3. Mesure de l'activation CD16 

La lignee cellulaire Raji est utilisee comme cible car elle porte a sa surface le 
determinant antigenique du complexe majeur d'histocompatibilite HLA-DR. 
Dans une plaque de microtitration de 96 puits, sont deposes successivement 50 pi de 
dilutions d'anticorps, 50 pi d'une suspension de cellules Raji a 6.10 5 /ml, 50 pi d'une 

25 suspension.de cellules Jurkat CD16 a 1.10 6 /ml et 50 pi d'une solution de PMA a 40 
ng/ml. Toutes les dilutions ont ete realisees en mUieu de culture EMS contenant 5% 
SVF. 



WO 2005/040221 



PCT/FR2004/002686 



35 



5 



Apres 16 heures d'incubation a 37°C et 7% de C02, la plaque de microtitration est 
centrifogee et la quantite d'IL-2 contenue dans le sumageant est dosee par un kit 
commercial (Duoset,R&D). Les taux d'IL-2 secretee sont exprimes en pg/ml. 
Le S resultats sont exprimes en % d'activation CD16, le taux d'IL-2 secretee en 
presence de ranticorps monoclonal temoin etant considere egal a 100%. 



Les anticorps chimeriques anti-HLA DR ont des structures glycanniques tres 
differentes selon qu'ils sont exprimes par la lignee YB2/0 ou CHO DXB1 1 . Ainsi, le 
ratio taux de focose / taux de galactose de l'anticorps exprim6 par YB2/0 est egal a 
10 0,37 alors que le ratio de l'anticorps exprime dans CHO est tres augmente, puisqu'egal 
a 1,3. 

L'activation CD16 des anticorps natifs est en accord avec les valeurs des ratio taux de 
focose / taux de galactose ; ainsi, la secretion d'IL-2 induite par l'anticorps anti-HLA 
DR synthetis6 par YB2/0 et qui a un ratio de 0,37 est 2 fois plus importante que celle 
15 induite par le meme anticorps synthetise par CHO DXB1 1 mais dont le ratio est egal a 
1,3. 

Apres action de la p-galactosidase, le taux de galactose restant sur les JV-Glycannes de 
la region Fc a ete determine par HPCE-LIF. La d6galactosylation est presque totale, les 
20 taux de formes Gl pour l'anticorps produit par CHO et GIB pour l'anticorps produit 
par YB2/0, etant respectivement de 7% et 4,4%. Cette baisse du taux de galactose se 
traduit par une diminution significative de l'activation CD16 par rapport aux anticorps 
temoin, comme present6 Figure 7. 



25 
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REVENDICATIONS 



1. Precede de preparation d'un anticorps monoclonal cbimerique, humanise ou humain 
5 ayant une forte activite effectrice, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) production et purification d'anticorps monoclonaux obtenus a partir de 
differentes sources, notamment de cellules, plantes ou animaux non humains, 
eventuellement genetiquement modifies ou transformds, 
10 b) mesure du taux de fucose et du taux de galactose des structures glycanniques 

portees par le site de glycosylation de la region Fc desdits anticorps, 
c) selection des anticorps dont le ratio taux de fucose / taux de galactose est 
mferieur ou egal a 0,6, preferentieUement inferieur a 0,5 ou a 0,4. 

15 2. Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce que lesdits anticorps sont produits 
dans des cellules modifiees genetiquement par introduction d'au moins un vecteur 
permettant l'expression desdits anticorps, lesdites cellules etant des cellules eucaryotes 
ou procaryotes, notamment des cellules de mammiferes, d'insectes, de plantes, de 
bacteries ou de levures. 



20 



25 



3. Precede selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2, caracterisd en ce que 
lesdites cellules sont modifiees genetiquement par introduction d'au moins un vecteur 
permettant l'expression d'au moins un polypeptide possedant une activite 
glycosyltransferasique. 

4. Precede selon la revendication 3, caracteris6 en ce que ladite activite 
glycosyltransferasique est une activite galactosyltransferasique. 
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5. Precede selon la revendication 4, caracterise en ce que ladite activite 
galactosyltransferasique est une activit6 de beta(l,4)-galactosyltransferase ou une 
activite de beta(l ,3)-galactosyltransferase. 

5 6. Proced6 selon l'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que lesdites cellules possedent une activite relative a la synthese, et/ou au transport du 
GDP-fucose et/ou a l'activite d'une enzyme impliquee dans l'addition de fixcose a 
l'oligosaccharide du site de glycosylation des anticorps diminuee ou deletee. 

10 7. Precede selon la revendication 6, caracterise en ce que l'enzyme impliquee dans la 
synthese du GDP-fucose est la GMD (GDP-D-mannose 4,6-dehydratase), la Fx (GDP- 
keto-6-deoxymannose 3,5-epimerase, 4-reductase) ou la GFPP (GDP-beta-I^fucose 
pyrophosphorylase). 



15 8. Precede selon la revendication 6, caracteris6 en ce que ladite enzyme impliquee dans 
l'addition du fucose est une fucosyltransferase. 

9. Precede selon l'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que si a l'etape b), le ratio mesure est superieur a 0,6, on de-focosyle et/ou on ajoute 

20 des residus de galactose audit anticorps avant l'etape c). 

10. Precede selon la revendication precedente, caractdrise en ce que ladite d6- 
fucosylation est effectuee par l'addition d'une fucosidase dans le miUeu contenant 
1' anticorps. 



25 



11. Proc6d6 selon l'une quelconque des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que 
l'ajout de residus de galactose est effectue par l'addition d'une galactosyltransferase 
dans le milieu contenant ranticorps. 
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12. Procede selon rune quelconque des revendications precedentes, caracteris6 en ce 
que lesdites cellules proviennent de Ugnees cellulaires animales ou humaines, lesdites 
Ugnees etant selectionnees notamment panni les Ugnees de myelomes de rat, 
notamment YB2/0 et IR983F, de myelome humain comme Namalwa ou toute autre 
5 cellule d'origine humaine comme PERC6, les Ugnees CHO, notamment CHO-K, 
CHO-LeclO, CHO-Lecl, CHO Pro-5, CHO dhfr-, CHO Lecl3, ou d'autres Ugnees 
choisies parmi Wil-2, Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7, 293-HEK, BHK, K6H6, NSO, 
SP2/0-Ag 14 etP3X63Ag8.653. 

10 13. Proced6 selon l'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que ledit anticorps est une immunoglobuUne humaine de type IgG. 

14. Proced6 de preparation selon l'une des revendications precedentes, caracterise en 
ce que l'anticorps est un anti-facteur RUesus (anti-D), anti-CD, anti-tumeurs, anti-virus, 

1 5 anti-CD20 ou un anti-HLA-DR. 

15. Procede selon l'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que ladite activite effectrice est une activite fonctionnelle de type ADCC. 
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16. Procede pour augmenter l'activite effectrice d'une composition de molecules 
immunologiquement fonctionneUes, comprenant l'augmentation du taux de galactose 
et/ou la diminution du taux de fucose de la composition de molecules. 

17. Procede selon la revendication 16, caracteris6 en ce que lesdites molecules 
25 immunologiquement fonctionnelles sont des anticorps monoclonaux ou polyclonaux. 

18. Proced6 selon l'une quelconque des revendications 16 ou 17, caracterise en ce que 
lesdites molecules possedent a l'etat natif un fort taux de fucose. 
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19. Procede selon l'une quelconque des revendications 16 a 18, caracterise en ce que la 
diminution du taux de fucose est due a une de-focosylation de ladite composition par 
action d'une fucosidase, notammentune al,6 fucosidase . 

5 20. Procede selon les revendications 16 a 19, caracterise en ce que 1' augmentation du 
taux de galactose de ladite composition est due a une galactosylation de la composition 
par action d'une galactosyltransferase. 

21. Cellule deriv6e de la lignee cellulaire YB2/0 dans laquelle au moins un vecteur 
10 codant pour une molecule d'anticorps est introduite, ladite cellule produisant un 

anticorps dont le ratio taux de fucose/taux de galactose des oligosaccharides du site de 
glycosylation de la region Fc des anticorps est inferieur ou egal a 0,6. 

22. Cellule selon la revendication 21, caracterisee en ce qu'elle est transferee par un 
1 5 vecteur d'expression codant pour une galactosyltransferase. 

23. Cellule selon l'une quelconque des revendications 21 ou 22, caracterisee en ce que 
ladite galactosyltransferase est une beta(l,4)-galactosyltransferase ou une beta(l,3)- 
galactosyltransferase. 

20 

24. Cellule selon l'une quelconque des revendications 21 a 23, caracterisee en ce que 
ladite cellule sur-exprime ladite galactosyltransferase. 

25. Cellule selon l'une quelconque des revendications 21 a 24, caracterisee en ce que 
25 ladite galactosyltransferase est codee par une sequence ayant pour origine l'homme, la 

souris, le hamster, la vache, le mouton, la chevre, le cochon, le cheval, le rat, le singe, 
le lapin ou le poulet. 
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26. Cellule selon la revendication 25, caracterisee en ce que ladite sequence est la 
sequence NM 001497, AB 024434, NM 003780, BC 053006, XM 242992 ou NM 
177512. 

27. Procede de preparation d'anticorps dont les structures glycanniques portees par le 
site de glycosylation de la region Fc possedent un ratio taux de fucose/taux de 
galactose inferieur ou 6gal a 0,6, preferentiellement inferieur a 0,5 ou encore a 0,4 
comprenant la culture d'une cellule selon l'une de revendications 21 a 26 dans un 
milieu de culture et a des conditions pennettant 1' expression desdits vecteurs. 



28. Anticorps therapeutiques ayant une forte activite effectrice, susceptible d'etre 
obtenue a partir du procede selon l'une des revendications 1 a 20 et 27, lesdits 
anticorps etant caracterises en ce qu'ils presentent sur leur site de glycosylation de la 
region Fc, des structures glycanniques possedant un ratio taux de focose / taux de 

1 5 galactose inferieur a 0,6, preferentiellement inferieur a 0,5 ou encore a 0,4. 

29. Composition pharmaceutique comprenant un anticorps selon la revendication 28 et 
au moins un excipient. 

20 30. Composition pharmaceutique comprenant au moins 50%, preferentiellement 60%, 
70%, 80% ou encore 90% ou 99% d*un anticorps monoclonal dont les structures 
glycanniques portees par le site de glycosylation de la region Fc possedent un ratio taux 
de fucose / taux de galactose inferieur a 0,6 preferentiellement inferieur a 0,5 ou 
encorea 0,4 . 

25 

31. Composition pharmaceutique selon l'une quelconque des revendications 29 ou 30 
dans laquelle l'anticorps est dirige contre un antigene normal non ubiquitaire, 
notamment un facteur Rhesus, comme le facteur Rhesus (D) du globule rouge humain, 
ou un antigene d'une cellule pamologique ou d'un organisme pathogene pour lhomme, 
30 en particulier contre un antigene d'une cellule cancereuse. 
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32. Composition pharmaceutique selon l'une quelconque des revendications 29 a 31, 
caracterisee en ce que lesdits anticorps sont des IgG. 

5 33. UtiHsation d'un anticorps selon la revendication 28 pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de raUo-immunisation, notamment la maladie 
hemolytique du nouveau-ne. 

34. UtiHsation d'un anticorps selon la revendication 28 pour la preparation d'un 
1.0 medicament destine au traitement des maladies auto-immunes, des cancers et des 
infections par des agents pathogenes, notamment pour le traitement des maladies 
choisies parmi le Syndrome de Sezary, les cancers solides, notamment dont les cibles 
antigeniques sont faiblement exprimees, notamment le cancer du sein, les pathologies 
tiees a l'environnement visant notamment les personnes exposees aux biphenyles 
15 polychlorines, les maladies infectieuses, notamment la tuberculose, le syndrome de la 
fatigue chronique (CFS), les infections parasitaires comme par exemple les 
schistosomules, et les infections virales. 

35. Utilisation d'un anticorps selon la revendication 28 pour la preparation d'un 
20 medicament destine au traitement des cancers des cellules HLA classe H positives, les 
leucemies lymphoides aigues des cellules B et T, les leucemies myeloides chroniques 
et aigues, le lymphome de Burkitt, le lymphome de Hodgkin, les leucemies my61oide, 
les lymphomes des cellules T, et les lymphomes non hodgkinien. 

25 36. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 33 a 35 caracterisee en ce 
que l'anticorps est un anti-HLA-DR ou un anti-CD20. 

37. UtiHsation d'un anticorps selon la revendication 28 pour la fabrication d'un 
medicament destine a induire l'expression de IL-lo, II^ip, TL-2, IL-3, EL-4, IL-5, 11^6, 
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IL-12, IL-18 , IL-21, TGFpl, TGFp2 TNFa, TNFp, IFN?, et IP10 par les cellules 
effectives naturelles du systeme immunitaire, ledit medicament etant utile notamment 
pour le traitement du cancer et des infections virales, bacteriennes ou parasitaires. 

38. Utilisation d'un anticorps selon la revendication 28 pour la fabrication d'un 
medicament destine au traitement de patients presentant un des polymorphismes du 
CD16, en particulier V/F158 ou F/F158, notamment des patients se trouvant en echec 
therapeutique avec les anticorps actuellement disponibles ou subissant des effete 
secondaires indesirables. 



10 



39. Precede de preparation d'un anticorps monoclonal chimerique, humanise ou 
humain ayant une faible activity effectrice, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) production et purification d'anticorps monoclonaux obtenus a partir de 
15 differentes sources, notamment de cellules, plantes ou animaux non humains, 

eventuellement genetiquement modifies ou transformes, 

b) mesure du taux de fucose et du taux de galactose des structures glycanniques 
port6es par le site de glycosylation de la region Fc desdits anticorps, 

c) selection des anticorps dont le ratio taux de fucose / taux de galactose est 
20 superieur a 0,6. 

40. Precede selon la revendication 39, caracterise en ce que lesdits anticorps sont 
produits dans des cellules modifi6es genetiquement par introduction d'au moins un 
vecteur permettant l'expression desdits anticorps, lesdites cellules etant des cellules 

25 eucaryotes ou procaryotes, notamment des cellules de mammiferes, d'insectes, de 
plantes, de bacteries ou de levures. 

41. Proced6 selon l'une quelconque des revendications 39 ou 40, caracterise en ce que 
lesdites cellules sont modifiees genetiquement par introduction d'au moins un vecteur 
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permettant l'expression d'au moins un polypeptide possedant une activite 
glycosyltransferasique. 

42. Precede selon la revendication 41, caracterise en ce que ladite activite 
5 glycosyltransferasique est une activite fucosyltransferasique, notamment une. activite 

d'al,6-focosyltransferase. 

43. Procede selon l'une quelconque des revendications 39 a 42, caracterise en ce que 
lesdites cellules possedent une activity relative a la synthese, et/ou au transport de 

10 l'UDP-galactose et/ou a l'activite d'une enzyme impliquee dans l'addition de galactose 
a l'otigosaccharide du site de glycosylation des anticorps diminuee ou deletee. 

44. Procede selon la revendication 43, caracterise en ce que ladite enzyme impliquee 
dans 1* addition de galactose est une galactosyltransferase, notamment une 0 1,4- 

15 galactosylatranferase. 

45. Procede selon l'une quelconque des revendications 39 a 44, caracterise en ce que si 
a l'etape b), le ratio mesure est inferieur a 0,6, on fucosyle et/ou on enleve des residus 
galactose audit anticorps avant l'etape c). 

20 

46. Proced6 selon la revendication 45, caracterise en ce que ladite de-galactosylation 
est effectuee par l'addition d'une galactosidase dans le milieu contenant l'anticorps. 

47. Procede selon l'une quelconque des revendications 45 ou 46, caracterise en ce que 
25 l'ajout de residus focose est effectue par l'addition d'une fucosyltransferase dans le 

milieu contenant l'anticorps. 

48. Procede selon l'une quelconque des revendications 39 a 47, caracterise en ce que 
ledit anticorps est une immunoglobulin humaine de type IgG. 



WO 2005/040221 



PCT/FR2004/002686 



46 



10 



49. Precede de preparation selon l'une des revendications 39 a 48, caracterise en ce que 
l'anticorps est dirige centre un CD, marqueur de differentiation des cellules sanguines 
humaines ou contre un agent pathogene ou sa toxine listee comme etant 
particulierement dangereuse dans .les cas de bioterrorisme, notamment Bacillus 
anthracis, Clostridium botulium, Yersinia pestis, Variola major, Francisella 
tularensis, Filoviruses, Arenaviruses, Brucella species, Clostridium perfringens, 
Salmonella, E.coli, Shigella, Coxiella burnetii, la toxine de ricin, Rickettsia, Viral 
encephalitis viruses, Vibrio cholerae ou Hantavirus . 



50. Proced6 selon l'une quelconque des revendications 39. a 49, caracterise en ce que 
ladite activite effectrice est une activite fonctionnelle de type ADCC. 

15 51. Precede pour diminuer 1' activity d'une composition de molecules 
immunologiquement fonctionnelles, comprenant 1' augmentation du taux de fucose 
et/ou la diminution du taux de galactose de ladite composition. 

52. Precede selon la revendication 51, caracteris6 en ce que lesdites molecules 
20 immunologiquement fonctionnelles sont des anticorps monoclonaux ou polyclonaux. 

53. Precede selon l'une quelconque des revendications 51 ou 52, caracterise en ce que 
l'augmentation du taux de fucose est due a une fucosylation de ladite composition par 
action de une fucosyltransferase. 



25 



54. Precede selon l'une quelconque des revendications 51 a 53, caracterise en ce que la 
diminution du taux de galactose de ladite composition est due a une de-galactosylation 
de la composition par action d'une galactosidase. 
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55. Composition d'anticorps susceptible d'etre obtenue a partir d'un precede selon 
Pune quelconque des revendications 39 a 54. 

56. UtUisation de la composition selon la revendication 55 pour la preparation d'un 
5 medicament destine au traitement et/ou a la prevention des maladies auto-immunes, 

des allo-immunisations, notamment le PTI, du rejet de greffe, des allergies, de 
l'asthme, des dermatites, des urticaires, des erythemes ou des maladies inflammatoires. 

57. Procede pour controler l'activite d'une composition de molecules 
10 immunologiquement fonctionnelles, comprenant la regulation du ratio taux de fucose / 

taux de galactose des oligosaccharides du site de glycosylation de la r6gion Fc des 
anticorps . 
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0 Categories speciales de documents cites. 

•A" document definissant retat general de la technique, non 

consider6 comme particulierement pertinent 
■E* document anteneur, mais publie a la date de depot international 

ou apres cette date 
■L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 

pnortte ou crt6 pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison speaale (telle qu'mdiquee) 
•O" document se referant a une divulgation orale. a un usage, a 

une exposition ou lous autres moyens 
•p' document publie avant la date de depot international, mais 

posteneurement a la date de pnonte revendiquee 



■T* document ulteneur publie apres la date de depot international ou la 
date de pnonte et n'appartenenant pas a retat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le pnncipe 
ou la theone constttuant la base de hnvention 

'X' document particulierement pertinent, hnven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvetle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

•Y* document particulierement pertment. Tmven lion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une person ne du metier 

■&• document qui fart pame de la meme famille de brevets 



Date & laquelle la recherche Internationale a ete effectrvement achevee 



23 mars 2005 



Nom et adresse posiale de I* administration chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets. P B 581 8 Patent laan 2 
NL - 2280 HV Ri|swijk 
Tel (+31-70) 340-2040. Tx 31 651 epo nl. 
Fax (+31-70) 340-3016 



Date (fexpedition du present rapport de recherche Internationale 

05/04/2005 



Fonctionnaire autonse 



Le Flao, K 



Formula™ PCT/iSA/210 (deuwfcne leuilla) (Janvust S0O4) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dema^Flnternationale No 

PCT/FR2004/002686 



C(sulte) DOCUMENTS CONS1DERES COMME PERTINENTS 



Categorle °| Identification des documents cites, avec, le cas echeant, Hndication des passages pertinents 



I no des revendications visees 



Y 
X 



SHINKAWA T ET AL: "The absence of fucose 
but not the presence of galactose or 
bisecting N-acetyl glucosamine of human 
IgGl complex-type oligosaccharides shows 
the critical role of enhancing 
antibody-dependent cellular cytotoxicity" 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN 
SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE, 
MD, US, 

vol. 278, no. 5, 

31 janvier 2003 (2003-01-31), pages 

3466-3473, XP002965857 

ISSN: 0021-9258 

cite dans la demande 

page 3466, colonne de gauche 

page 3471, colonne de gauche, dernier 

alinea - page 3473, colonne de gauche, 

alinea 1 



SHIELDS R L ET AL: "Lack of fucose on 
human IgGl N-l Inked oligosaccharide 
Improves binding to human FcgammaRIII and 
antibody-dependent cellular toxicity" 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN 
SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE, 
MD, US, 

vol. 277, no. 30, 

26 juillet 2002 (2002-07-26), pages 
26733-26740, XP002964542 
ISSN: 0021-9258 
cite dans la demande 
le document en entier 

WRIGHT A ET AL: "Effect of glycosylatlon 

on antibody function: implications for 

genetic engineering" 

TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER 

PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, GB, 

vol. 15, no. 1, 1997, pages 26-32, 

XP004016809 

ISSN: 0167-7799 

cite dans la demande 

page 29, colonne de gauche, alinea 2 - 

colonne de droite 

-/- 



1-25, 

27-35, 

37-57 
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1-25, 
27-57 



1-25, 
27-57 



Pormulajre PCT/1SA/210 (suite de la deuxieme feuille) (Janvier 2004) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demal^Pntef nationale No 

PCT/FR2004/002686 



C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie i Identification des documents cites, avec, le cas echeant, ('indication des passages pertinents 



I no des revendications visees 



DAVIES 0 ET AL: "Expression of GnTIII in 
a recombinant anti-CD20 CHO production 
cell line: Expression of antibodies with 
altered glycoforms leads to an increase in 
ADCC through higher affinity for FC gamma 
RIII" 

BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING - 
COMBINATORIAL CHEMISTRY, WILEY, NEW YORK, 
NY, US, 

vol. 74, no. 4, 20 aout 2001 (2001-08-20), 

pages 288-294, XP002285964 

ISSN: 0006-3592 

cite dans la demande 

abrege 

UMANA P ET AL: "ENGINEERED GLYCOFORMS OF 
AN ANTINEUR0BLAST0MA IGG1 WITH OPTIMIZED 
ANTIBODY-DEPENDENT CELLULAR CYTOTOXIC 
ACTIVITY" 

NATURE BIOTECHNOLOGY, NATURE PUBLISHING, 
US, 

vol. 17, fevrier 1999 (1999-02), pages 

176-180, XP002921620 

ISSN: 1087-0156 

cite dans la demande 

page 176, colonne de gauche, alinea 2 - 

colonne de droite, alinea 2; figure 1 

EP 0 316 463 A (NORTHWESTERN UNIVERSITY) 
24 mai 1989 (1989-05-24) 
page 3 



1-25, 
27-57 



1-25, 
27-57 



14,36 



Formulaire PCT/ISA/210 (surte do la deuweme leuflle) (Janvier 2004) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dafrande internationals n" 

PCT/FR2004/002686 



Cadre U Observations - lorsqu'H a ete estime que certalnes revendications ne pouvaient pas faire lobjet dune recherch a 
(suite du point 2 de la premiere feuille) 



Conformement a rart.cle 175)a). certaines revendications n'ont pas fait robjet d'une recherche pour les motifs suivants: 
' ■ O s| S r^em a°un otjet a regard duquel fadmlnistration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir-. 



2 ' ^ sfra^Sm ad^s^rtiefde la demande Internationale qu. ne rempllssent pas sufflsamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse 6tre effectuee, en particulier: 



voir FEUILLE ANNEXEE PCT/ISA/210 



3 " ^ sont ^"defrSic^ns dependantes et ne sent pas redigees conformement aux dispositions de la deux.eme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4a). 



Cadre HI Observations - loragu'll y a absence d unite de I nvention (suite du point 3 de la premiere feuilie) 

L'administration chargee de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir: 



r~l Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
I I Internationale porta sur toutes les revendications pouvant faire I objet d une recherche. 



2 □ Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y present ont pu Mm ^Uiees sans effort particulier 
jusSfiant une taxe additionnelle, ('administration n'a sollidte le paiement cfaucune taxe de cette nature. 



rapport 
tes revendications n 



4 ri Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant En ^^^^.^^^ 
4 " 1_J de recherche Internationale ne porte que sur r.nvention mentionnee en prermer lieu dans les revend.cat>ons, elle est 



couverte par les revendications n 



Remarque quant a la reserve 



[ | Les taxes additionnelles etaient accompagnees cfune reserve de la part du deposarj 
| [ Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti o^aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere teuille (2)) (Janvier 2004) 



Demande Internationale No. PCT/FR2004 /002686 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre II. 2 
Revendications nos. : 26 

La revendl cation 26, dependante de la revendi cation 25 se rapporte a une 
cellule caracterisee en ce que ladlte sequence est la sequence NM 
001497 AB 024434, NM 003780, BC 053006, XM 242992 ou NM 177512. Sans 
precision concernant la signification des ces codes l'objet de la 
revendication 26 n'est pas clair, ce qui n'est pas conforme a 1 article 
6 PCT. L' absence de signification de ces codes a pour consequence que 
l'objet de la revendication 26 n' a pas ete recherche. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications ^ 
ayant trait aux Inventions pour lesquelles aucun rapport de recherche n a 
ete etabli ne peuvent faire obligatoirement l'objet d'un rapport 
preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) PCT).Le deposant est averti que la 
ligne de conduite adoptee par l'OEB aglssant en qualite d adimm strati on 
chargee de T examen preliminaire international est, normalement, de ne 
Das proceder a un examen preliminaire sur un sujet n' ayant pas fait 
l'objet d'une recherche. Cette attitude restera inchangee, i ndependamment 
du fait que les revendications aient ou n' aient pas ete modi flees, soit 
apres la reception du rapport de recherche, soit pendant une quelconque 
procedure sous le Chapitre I I. SI la demande devait etre poursulvie dans 
la phase regionale devant l'OEB, il est rappele au deposant qu une 
recherche pourrait §tre effectuee durant la procedure d* examen devant 
l'OEB (voir Directive OEB C-VI, 8.5) a condition que les probl ernes ayant 
conduit a la declaration conformement a TArticle 17(2) PCT aient ete 
resolus. 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renseignements relatits aux membres de families de brevets 



Dema^plnternaUonale No 

PCT/FR2004/002686 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Datede 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



Datede 
publication 



WO 0177181 



18-10-2001 



EP 0316463 



24-05-1989 



FR 2807767 Al 

AU 5485801 A 

CA 2406033 Al 

EP 1272527 A2 

W0 0177181 A2 

JP 2003534781 T 

US 2003175969 Al 

EP 0316463 Al 

HU 48678 A2 

PL 271659 Al 

ZA 8708078 A 



19-10-2001 
23-10-2001 
18-10-2001 
08-01-2003 
18-10-2001 
25-11-2003 
18-09-2003 



24-05-1989 
28-06-1989 
16-05-1989 
16-05-1988 



Formulaire PCT/ISA/210 (annexe lam cites de brevets) (Janvier 2004) 



